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Utjecaj etericnih ulja na porast micelija
gljive Fusarium culmorum

SaZetak

Provedeno je in vitro istraZivanje antifungalnog djelovanja Sest vrsta etericnih ulja (limun, naranca
slatka, bor planinski, ruzmarin, timijan i anis zvjezdasti) na polifagnu fitopatogenu gljivu Fusarium
culmorum. Etericna ulja primijenjena su u koli¢cinama da volumni udio ulja u zraku bude 0,02, 0,06 i
0,1 %. RezultatiistraZivanja pokazuju da bioloska aktivnost etericnih ulja ovisi o vrsti i primijenjenoj
kolicini ulja. Etericno ulje timijana potpuno je inhibiralo rast gljive pri svim primijenjenim kolicina-
ma i bez obzira na duljinu inkubacije. Znacajno antifungalno djelovanje imalo je i ulje anisa. Najsla-
bije antifungalno djelovanje imalo je ulje narance slatke u svim tretmanima.

Kljucne rijeci: etericna ulja, porast micelija, Fusarium culmorum

Uvod

Fitopatogene gljive uzrokuju smanjenje ili potpuni gubitak prinosa i kvalitete, ¢ime proiz-
vodacima nanose velike ekonomske Stete. Fusarium vrste pripadaju ekonomski najznaca-
jnijim uzro¢nicima kultiviranog bilja, a jedna od najdestruktivnijih vrsta je Fusarium culmo-
rum (W. G. Smith) Sacc. F. culmorum je iznimno znacajan patogen strnih Zita, kukuruza, sirka
i drugih biljnih vrsta iz porodice trava na kojima, ovisno o dijelu biljke koji je zarazen, izaziva
razlicite tipove bolesti kao Sto su trulez sjemena, propadanje klijanaca, trulez korijena, tru-
leZ stabljike, palez klasova ili trulez klipa.

Primjena kemijskih fungicida i danas je najucinkovitiji i najlakSe primjenjiv nacin zastite
protiv velikog broja uzrocnika biljnih bolesti. S druge strane, a unato¢ njihovoj u¢inkovitosti,
Cesta uporaba kemijskih fungicida ima veoma znacajne nedostatke poput opasnosti pri ru-
kovanju, ostataka u hrani, sto¢noj hrani i tlu, pojave rezistentnosti na pojedine aktivne tvari,
poremecaja ravnoteze ekosustava i prijetnje ljudskom zdravlju (Palfi, 2017.). Svi navedeni
negativni ucinci fungicida ukazali su na potrebu za alternativnim nekemijskim metodama
zastite bilja. Kako bi se pronasli novi i ekoloski prihvatljivi biofungicidi, provode se mnoge
studije vezane uz antifungalne ucinke alternativnih proizvoda (Combrinck i sur., 2011., Du-
dukisur., 2015., Sharmaisur., 2017., Nguyen i sur., 2017.).

Bioloski spojevi ekstrahirani iz biljaka mogli bi biti jedna od najvaznijih alternativa koja
nema Stetnih ucinaka na ljudsko zdravlje i okoli$ u cjelini. Eteri¢na ulja su sekundarni me-
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taboliti biljaka iznimno vazni za njihovu obranu jer cesto posjeduju antimikrobna svojstva
(Hyldgaard i sur. 2012.). Ona smanjuju rast micelija gljiva, uzrokuju promjene u sastavu sta-
nicne stjenke patogena i poticu njihovu razgradnju, uzrokuju dezorganizaciju mitohondrijske
strukture i poremecaje transporta elektrona i transporta protona te utjecu na fosforilaciju
(Knobloch, 1989.). Kemijski sastav eteri¢nih ulja je veoma sloZen i ovisi o vrsti i dijelu biljke
iz kojeg se uzima, podrijetlu, vremenu Zetve ili berbe i prerade, kao i o uvjetima skladiStenja
(Burt, 2004., Tajkarimi i sur. 2010.). Eteri¢na ulja mogu sadrZavati vise od 60-tak razlicitih spo-
jeva, od kojih su dva ili tri glavna spoja u visokim koncentracijama, a ostali spojevi se u ulju
nalaze u tragovima (Bakkali i sur., 2008.). IstraZivanja ukazuju da spojevi koji su zastupljeni
u veoma malim koncentracijama mogu imati klju¢nu ulogu u antimikrobnim svojstvima i to
najvjerojatnije zbog sinergijskih u¢inaka s drugim komponentama iz ulja (Burt, 2004.).

Cilj ovoga istrazivanja je bio utvrditi volatilno antifungalno djelovanje razlicitih eteri¢nih
ulja u in vitro uvjetima na rast patogene gljive Fusarium culmorum.

Materijali i metode rada

IstraZivanje volatilnog ucinka etericnih ulja na porast micelija fitopatogene gljive Fusarium
culmorum provedeno je u Centralnoj agrobiotehnickoj analitickoj jedinici Fakulteta agrobi-
otehnickih znanosti Osijek.

Pokus je postavljen u tri ponavljanja prema disk difuzijskoj metodi (Edris i Farrag, 2003.).
U istrazivanju su koristena eteri¢na ulja: limun (Citrus limon L.), naranca slatka (Citrus auran-
tium L. var. dulcis L.), bor planinski (Pinus mugo Turra.), ruZmarin (Rosmarinus officinalis L.),
timijan (Thymus vulgaris L.) i anis zvjezdasti (/llicum verum Hook. f.) u koli¢inama da volumni
udio ulja u zraku bude 0,02, 0,06 i 0,1 %. U sredinu Petrijevih zdjelica (V = 65 mL) s 15 mL
KDA podloge (krumpir-dekstrozni agar) postavlja se kruzni isje¢ak micelija (4 mm) starosti 7
dana, a na poklopac na sterilni filter papir promjera 7 mm aplicira se eteri¢no ulje kako bi se
dobio pokusom predvideni volumni udio ulja u zraku.

Petrijeve zdjelice stavljene su u termostat komoru na temperaturu 22 °C, relativnu vlagu
zraka 70 % i rezim svjetla 12 sati svjetlo / 12 sati tama pri ¢emu se prati rast micelija gljive
(mm). Porast micelija mjeri se nakon 48, 120 i 168 sati od inokulacije.

Svi dobiveni podaci obradeni su u statistickom programu R (verzija 4.3.1). Podaci su ana-
lizirani Kruskal-Wallis testom i Dunn testom na razini p <0,05.

Iz tretmana gdje posljednjim mjerenjem nije utvrden nikakav porast gljive uzima se kruz-
ni isje¢ak s micelijem i prenosi u novu Petrijevu zdjelicu s KDA podlogom (bez ulja). Tako
pripremljeni uzorci se drze 48 sati u termostat komori na 22 °C. Ukoliko je gljiva nakon inku-
bacije pocela razvijati micelij u¢inak ulja se oznacava fungistatican, a ukoliko nema razvo-
ja novog micelija ucinak ulja je fungicidan. NajniZa koncentracija (koli¢ina) ulja pri kojoj je
utvrden fungicidni u¢inak oznacava se kao minimalna fungicidna koncentracija (MFC).

Rezultati i rasprava

Rezultati provedenog istrazivanja porasta micelija gljive F. culmorum uz primjenu etericnih
ulja u tri razlicite kolic¢ine nakon 48, 120 i 168 sati pokazuju da antifungalni ucinak ulja ovisi
o vrsti eteri¢nog ulja i primijenjenoj kolicini (grafikon 1., 2.1 3.). Etericno ulje timijana u svim
primijenjenim koli¢inama potpuno je inhibiralo rast gljive i nakon 168 sati. Kod ostalih ulja i
u svim primijenjenim koli¢inama utvrden je rast micelija F. culmorum.
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Grafikon 1. Prosjecni porast micelija
Fusarium culmorum nakon 48 sati
Graph 1. Average mycelial growth of
Fusarium culmorum after 48 hours

Grafikon 2. Prosjecan porast micelija
Fusarium culmorum nakon 120 sati
Graph 2. Average mycelial growth of
Fusarium culmorum after 120 hours

Grafikon 3. Prosjecan porast micelija
Fusarium culmorum nakon 168 sati
Graph 3. Average mycelial growth of
Fusarium culmorum after 168 hours
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Analizom podataka dobivenih mjerenjem porasta micelija nakon 48 sati utvrdeno je da
postoje statisticki znacajne razlike pri koristenju razlicitih eteri¢nih ulja kada je volumni
udio ulja u zraku 0,02 odnosno 0,06 i 0,1 %. Isto je utvrdeno i mjerenjem porasta micelija
nakon 120 168 sati.

Nakon 48 sati, a kada je volumni udio ulja u zraku 0,02 % 0,1 % statisti¢ki znacajno veéi po-
rast micelija utvrden kod ulja narance u odnosu na timijan i anis. Ukoliko je volumni udio ulja
0,06 % porast micelija u tretmanu s uljem narance bio je znacajno veci u odnosu na porast
micelija u tretmanu s uljem timijana. Za ostala ulja nisu utvrdene statisticki znacajne razlike.

Mjerenjem porasta micelija nakon 120 sati pri volumnom udjelu ulja 0,02i 0,1 % porast mi-
celija bio je znacajno vedi pri primjeni ulja naranée u odnosu na tretmane s uljima timijana i
anisa. Pri volumnom udjelu ulja 0,06 % porast micelija je bio znacajno slabiji kod primjene
uljatimijana u odnosu na limun i narancu te kod primjene ulja anisa u odnosu na ulje narance.

Nakon 168 sati pri volumnom udjelu ulja 0,02 % gljiva je pri primjeni ulja limuna, narance
i ruzmarina statisticki znacajno bolje rasla u odnosu na varijantu pokusa s uljem timijana.
Kada je volumni udio ulja u zraku bio 0,06 % gljiva je znacajno bolje rasla u prisustvu ulja
limuna i narance u odnosu na rast uz primjenu ulja timijana, a pri volumnom udjelu ulja 0,1
% timijan je imao znacajno jace antifungalno djelovanje u odnosu na ulja narance i bora.
Jako antifungalno djelovanje eteri¢nih ulja timijana i anisa na razli¢ite uzroc¢nike bolesti bi-
ljaka kao Sto su Botrytis cinerea Pers. ex Fr., Phytophthora capsici Leonian, Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. te neke Fusarium i Diaporthe/Phomopsis vrste utvr-

52



glasnik zastite bilja 3/2024.

deno je i u brojnim drugim istraZivanjima (De i sur., 2002., Cosi¢ i sur., 2010., Bi i sur., 2012.,
Tanovic i sur., 2015., Sarkosh i sur., 2017.). Obzirom da antifungalni ucinak eteri¢nih ulja
ovisi i o ciljanom organizmu u znanstvenoj literaturi nalazimo i podatke o veoma slabom il
nikakvom antifungalnom ucinku. Cosi¢ i sur. (2010.) navode da eteri¢no ulja anisa nije ima-
lo supresivni ucinak na rast micelija Fusarium graminearum Schw., a ulje timijana na rast
Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk., dok Bullén i Goggi (2005.) navode da ulja timijanai
anisa nisu djelovala negativno na rast razli¢itih vrsta iz roda Phomopsis.

Viuda-Martos i sur. (2008.), Duduk i sur. (2015.), Palfi (2017.), Li i sur. (2017.) i Shybat i sur.
(2021.) navode da se supresivno djelovanje eteri¢nih ulja u pravilu pojacava s povetanjem
primijenjene koli¢ine ulja. U naSem istraZivanju 48 sati nakon nacjepljivanja za ulja narance,
bora i anisa utvrden je znacajno slabiji rast micelija u tretmanu s najve¢om primijenjenom
koli¢inom ulja (volumni udio ulja u zraku 0,1 %) u odnosu na tretman s najmanjom koli¢inom
(volumni udio ulja u zraku 0,02 %). Nakon 120 sati isto je utvrdeno za ulja limuna, narance,
boraianisa, a nakon 168 sati samo za ulje anisa. Za ulje ruzmarina utvrdene su znacajne ra-
zlike izmedu tretmana s najmanjom i srednjom koli¢inom (volumni udio ulja u zraku 0,06 %).

Za ulje timijana koje je 168 sati od inokulacije potpuno inhibiralo porast gljive utvrdeno
jedaje ucinak ulja u tretmanu u kojem je volumni udio ulja u zraku 0,02% fungistati¢an,au
tretmanima u kojima je volumni udio ulja u zraku 0,06 i 0,1 % fungicidan. Navedeni rezultati
ukazuju da se kolicina ulja pri kojoj je volumni udio ulja timijana u zraku 0,06 % moZe ozna-
¢iti kao minimalna fungicidna koncentracija.

Zakljucak

Na temelju istraZivanja utjecaja Sest etericnih ulja primijenjenih u trima koli¢inama (volu-
mni udio ulja u zraku 0,01 %, 0,06 % i 0,1 %) na rast micelija fitopatogene gljive Fusarium
culmorum moZze se zakljuciti da uc¢inak ulja ovisi o vrsti etericnog ulja i primijenjenoj kolicini.
U pravilu se antifungalno djelovanje ulja povecava s pove¢anjem primijenjene koli¢ine. U
nasem istrazivanju najjace antifungalno djelovanje imala su ulja timijana i anisa. Obzirom
da istrazivana etericna ulja pokazuju odredeno antifungalno djelovanje potrebna su daljnja
istrazivanja u in vitro i in vivo uvjetima Sto bi moglo dovesti do razvoja ucinkovitih formulaci-
ja ekoloski prihvatljivih sredstava za suzbijanje uzrocnika biljnih bolesti.
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Original scientific paper

The effect of essential oils on the mycelium growth of Fusarium culmorum

Abstract

An in vitro study of the antifungal effect of six essential oils (lemon, sweet orange, mountain pine,
rosemary, thyme and star anise) on the polyphagous phytopathogenic fungus Fusarium culmorum
was carried out. Essential oils were applied in quantities so that the volume fraction of oil in the air
was 0.02, 0.06 and 0.1 %. The research results showed that the biological activity of essential oils
depended on the type and amount of oil applied. Thyme essential oil completely inhibited the growth
of the fungus at all applied amounts and regardless of the length of incubation. Anise oil also had a
significant antifungal effect. Sweet orange oil had the weakest antifungal effect in all treatments.
Keywords: Na-hidrogencarbonate, basic substances, powdery mildew, organic agriculture






